Chapitre |l

Protocoles perimentaux

Ce dhapitre est dedié d' une part a la présentation ¢k la purificaion et de la préparation e la
protéine pou les différents expériences, et dautre part, a la description des condtions
expé&rimentales et du traitements des donrées des expériences que nous avons faites pou
caadériser |'état natif et les états dénaturés de la protéine. Les résultats correspondants ont

présentés dans les chapitres 11l et V.
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Chapitre ll Préparations des échantill ons

2.1 Préparation des échantill ons de néocarzinostatine

La néocarzinostatine a ée obtenue au laboratoire par expresson dans Escherichia coli
et purifiéeselon laméthode déaite par Heyd et al [Heyd, 1999.

2.1.1 Expression de la protéine

Un vedeur d'expresson a éé obtenu a partir du dasmide pET 12a (plasmid for
expresson by T7 RNA poymerase) qui contient le gene synthétique de la néocarzinostatine,
un promoteur de la T7 RNA polymerase @ une présequence permettant la seaétion e la
protéine dans I’ espace périplasmique. Le plasmide contenant le géne de la NCS est appelé
pPNCS.sec L’expresson dugene de la NCS a éé dfeduée dans une souche d Escherichia
Coli (BLR 21(De3)pLysS).

Des cdlules compétentes ont été transformées par le plasmide pNCS.sec selon un
protocole dasdque € cultivées sur des boites contenant du milieu 2xYT (extrait de levure).
Aprés incubation a 37°C pendant une nuit, ces cdlules peuvent étre mnservées a la

température de 4°C sur milieu solide pendant environ deux mois.

Une olonie de badéries fraichement transformées a ensuite éé prélevée @ transférée
dans 1 L de milieu 2xYT, contenant 100 mg/l d'ampicilline, de dloramphénicol et
tétracycline qui permettent aux seules badeéries transformées de se multiplier. La ailture se
fait sous agitation pendant trois jours, alatempérature de 37°C.

Avec ce protocole, la protéine et séaétée dans le milieu de alture a des
concentrations relativement hautes. 1l est posshle de produre de 200 a 300 mg de protéine
par litre de milieu de aiture. La protéine recombinante est corredement repliée @

fonctionrell e.

2.1.2Purification de la protéine.

Apres les trois jours de adlture, les badéries ont centrifugées pendant 20 minutes a la

vitesse de 7500rpm. Le surnageant est prédpité au sulfate d ammonium a raison ce 650 g/l.
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Chapitre ll Préparations des échantill ons

Le milieu est alors centrifugé € le alot réaupéré est redissout dans un minimum de tampon
acéate 20mM, pH 5.

Le milieu contenant la protéine est dessalé par dialyse mntre de I’eau distill ée pendant
deux heures, pus contre du tampon acéate 20 mM, pH 5 pendant une nuit. La premiére
didyse a pou but d'éviter la formation dagrégats et donc des pertes de protéine. Les
éventuels agrégats ont éiminés par centrifugation pus la solution est concentrée & déposée
sur une mlonre d’ échange d’ions (Q Sepharose) prédablement équili brée aec du tampon
acdate. Le passage sur cette mlonre permet de débarrasser la solution de toutes les moléaules
qui n'ont pas d'affinité pou le gel (la protéine, préparée apH 5, est chargée négativement).
La olonre est ensuite rincée aec du tampon acdate 20mM jusgu' a |’ obtention dune
absorbance nulle. Les protéines fixées ont finalement éluées par passage de tampon acéate a
0.5M, pH 5. La solution réaupérée &t concentrée anouwveau et passe atravers une mlonne
d exclusion (Sephadex G50) prédablement équili brée aec du tampon phaphate de 60mM,
pH 7. Les fradions colledées ont contrblées par absorbance Toutes les fradions

correspondant au premier pic d’ élution ,le plusintense, sont réaupérées.

La NCS ains purifiée peut étre mnservée al réfrigérateur sous forme prédpitée dans

une solution saturéede sulfate d ammonium.

2.1.3 Electrophorése en condition d énaturante

Toutes les étapes de la purificdion ort été mntrélées par éledrophaése en condtions
dénaturantes (SDS-PAGE).

Des édchantill ons de 10 a 200 pg de protéine sont d' abord dénaturés par chauffage au
bain marie boull ant pendant 3 mn dans du tampon TrissHCl 60mM, pH 6.8 contenant 10%
(v/v) de glycérol, 3% (m/v) de SDS, 4-5% (v/v) de B-mercgptoéthanal. Aprés addition de bleu
de bromophénal, ces échantill ons ont déposés a la surfaced un gel constitué de 4% (MmA)
d’aaylamide, de 0.1 %(m/v) de bisaaylamide & de 0.1% (m/v) de SDS, en tampon Tris-HCI
0.1 M, pH 6.8.Le gel de migration inférieur a une cmpasition dfférente. 1l est constitué de
12% d’'aaylamide, de 0.3% (mN) de bisaaylamide @ de 0.1% (m/v) SDS en tampontris-HCI
0.4M, pH 8.8.
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Chapitre ll Préparations des échantill ons

L'éledrophaese et rédisée ala température anbiante avec un tampon Tris-HCI
25mM, pH 8.3 contenant 0.2 M de glycine & 0.1% (m/v) de SDS, pendant 2 heures ous une
intensité de 20 mA et une tension e 120V. Le gel est coloré ai beu de mwomassge (0.13%
dans du TCA a50%), pus déwloré par un mélange aqueux contenant 5%(v/v) de méthanal et
75% (v/v) d'adde acéique.

La Fig 2. 1 montre le résultat d’ éledrophaéses rédisées aur les échantill ons colledés

pendant les diverses étapes de la purification.

ER

e

Fig2. 1 Gel d élédrophaese.

2.1.4 Mesure de la concentration de la NCS

Une détermination prédse, en vaeur absolue, de la concentration de protéine est
indispensable tant pou [I'estimation des paramétres thermodynamiques que pou
I'interprétation des edres de diffusion des neutrons ou des rayons X. La concentration e
NCS a é&é mesurée par spedrophdométrie U.V. Le wefficient d extinction molaire, est

donré dans|alittérature: € =1.2ml mg™* cm™ &280m.
2.1.5 Préparation des échantillons pour les expériences

La préparation des édhantillons a @mnstitué une partie importante de la rédisation ce
certaines expériences. Les procédures diff erent quelque peu selon que la protéine est préparée

dans|’eau |égere ou dans |’ eau lourde.

Préparation dans|’eau légere
La préparation commence par une dialyse fradionnéede la solution ce protéine mntre
un tampon phaphate 60 mM. Cette éape est trés importante, parce que le tamponest souvent
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utilis& omme référence. Aprés dialyse, la protéine est centrifugée din d éliminer d’ éventuels
agrégats. Dans le ca particulier des expériences de diffusion ce la lumiére, les échantill ons
ont été prédablement filtrés avec des filtres en Teflon de 0,22 um de porosité pour éiminer
les pouss éres toujours présentes dans les solutions.

Lorsgue la protéine doit étre dénaturée par chauffage, la solution et le tampon sont
prédablement dégazés pou éviter I'apparition de bulles lorsque la température aigmente.
Lorsque la dénaturation dat étre provoqLée par du GdnHCI, une solution mére de cedernier
est d’abord préparée aune wncentration proche de la saturation (I 8 M). La mncentration
exade de GdnHCI est obtenue par mesure de I'indice de réfradion ce la solution, la
conversion étant effeduée a’aide delarelation de Nozaky [Nozaky 197(Q :

[GdnHCI] = 57,141An + 38,68(An)2 — 91,6(An)* (2.1)

ouAn est ladifférenced indicede réfradion entre la solution et le tampon (M.

Les édhantill ons nécessaires aux diverses expériences ont éé rédisés par dilution e la
solution mére de NCS avec le tampon ¢ dialyse d, éventuellement, la solution de GdnHCI.
Les édhantill ons dénaturés chimiquement ont éé préparés 24 heures a I’avance din quils
aient atteint I’ équili bre avant le début de I’ expérience Leurs concentrations en dénaturant ont

€té vérifiées par mesure del’indicede réfradion.

Préparation dans |’ eau lourde

Les expériences de DNPA requiérent que la protéine soit préparée dans un tampon
d eau lourde din de minimiser la diffusion incohérente due aux atomes d’hydrogéne. Pour
obtenir le meill eur échange hydrogene-deutérium posshble, la protéine et d' abord desslée
dans du tampon ph@phate 60 mM deutérié al’aide d'une wlonne Sephadex G25. L’ éuat est
ensuite dialysé wntre cetampon pendant au moins 24 heures afin d asaurer un échange H-D a
peu pres complet. Comme les concentrations de protéine utili sées pendant les expériences de
DNPA étaient comprises entre 5 et 20 mg cm™ nous avons préparé, par ultrafiltration sur
filtres Amicon, des olutions mere de NCS dort les concentrations pouvaient atteindre 60 mg
cm™>. La deutération duGdnHCI a éé faite selon le protocole déait par Calmettes (1994. Le
chlorure de guanidinium est d’abord dssut dans I’eau lourde puis placésous une doche a
vide jusgua évaporation compléte du liquide. Cette opération est répétée 5 fois afin gue la
teneur résiduelle en hydrogene soit voisine de céle de I’eau lourde utili sée ([0 99.8% D). La

concentration ce la solution mere de GAnHCI a &€ mesurée omme expli qué précaemment.
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Les édhantill ons utili sés pour les mesures de DNPA ont été ohbtenus par dilution en
utili sant des pipettes automatiques ayant une prédsion meill eure que 1%. Les rappats de ces
dilutions ont été antrolés par pesée Pour des raison e cmmodité, la préparation ks
diverses slutions n'a pas été rédisée sous atmosphere anhydre. Bien que de nombreuses
précaition aient été prises, la ontamination des lutions de protéine & des tampors peut étre

estimée éreinférieure a1%.

2.2 Méthodes expérimentales

Comme ladiffusion de neutrons requiert de travaill er avecune solution de D,0, et que
les expériences de diffusion aux rayons X ont éé faites avecune solution de H,O, nous avons
caadérisé le dépliement de la NCS dans ces deux milieux. Il ne s agit pas d’ étudier en détail

lesinteradion protéine-solvant mais sSmplement de comparer les résultats entre aux.
La Tableau 2.1résume, pou chaque technique enployée les condtions dans lesquell es
la NCS a é&é édudiée Des informations plus détaill ées concernant ces expériences ot

donrées dans cequi suit.

Tableau 2.1 Résumé des condtions expérimentales utili sées avecles différentes techniques.

Spedroscopie | H20 | D20 Température PH [GdnHCI]
Fluorescence X X 20°C - 80C 7 OM-5M
CD X X 20°C - 80C 7 OM-6M
DNPA X 15°C 7 OM-6M
DXPA X 20°C - 80C 7 oM
Calorimétrie x X 20°C - 90C 5-7 5M
Lumiére X 15°C 5-7 oM

2.2.1Fluorescence

Nous avons utilisé un fluorimétre SLM 8000C Amico. Le trget optiqgue dans

I”échantill on était de 1 mm et la longueur d’onde d’ excitation était de 295 rm. Les gpedres
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d émisson ort été eregistrés a des longueurs d’onde cmprises entre 300 rm et 400 M,
avecunincrément de 0.2 mm et untemps d’intégration e 0.2s.

Les édhantillons ont été préparés a la concentration de 10 uM dans un tampon

phosphate 60 mM contenant soit de I’ eau 1égere (H,0) soit de I’ eau lourde (D20).

Les mesures en température ont été faites entre 20°C et 80°C. Pour éviter les erreurs
systématiques, la température a €& mesurée al’aide d'une sonce introdute dans la ave
contenant |’ échantill on. La dénaturation chimique indute par du GdnHCI a éé suivie ades

concentrations comprises entre O M et 6 M, les échantill ons étant maintenus a 12°C.

Dans chaque ca, la fluorescence de la solution ce protéine @ du tampon seul a éé
mesurée din de corriger, par soustradion, les edres de la solution ce la diffusion Raman du
solvant. Les courbes de transitions ont é&té éablies en représentant la variation ce la longueur
d'once d' émisson maximale en fonction du @ramétre de dénaturation, c'est-a-dire de la
température ou ce la mncentration de dénaturant.

L’ expérience de fluorescence arec I’ ANS a éé faite seulement dans I'eau |égere en
utilisant une concentration environ dx fois plus grande que cdle de la protéine en solution
c'est adirede 10mM. Lamoléaule a ¢é ecitée alalongueur d’ onde de 350m et les pedres
d’ émisdon, ort é&é aregistrés entre 450mMm et 550 nm en fonction e la cncentration du

chlorure de guanidinium comprise entre OM et 6M,

2.2.2Dichroisme arculaire

Les mesures de dichroisme drculaire (CD) dans I'ultraviolet (UV) lointain ort éé
rédisées al’aide d'un dchrographe Jobin Yvon Mark V. Le trgjet optique dans I’ échantill on
était de 0.2 mm. Les gedres de la protéine native @ de la protéine dénaturée par la chaleur
ont été enregistrés a des longueurs d’ onde comprises entre 190 rm et 240 rm. Par corntre, les
spedres des édhantill ons dénaturés chimiquement n’ont été mesurés qu' entre 210 M et 260
nm a caise de la forte asorption duchlorure de guanidinium entre 190 rm et 200 rm. Ces

spedres ont été obtenus en utili sant un incrément de longueur d’ once de 0.5 nm et un temps
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d'intégration de 0.8 s. Toutes les mesures ont été répétées plusieurs fois et moyennées et ont
été faites dans les méme wndtions que cdl es de fluorescence mais a une wncentration ce 30
UM de protéine. Les gedres ont é&é orrigés du kruit de fond pr soustradion e la
contribution du tampon. Les courbes de transition ont éé dablies en tracant la variation
d’intensité eregistrée a220 mMm en fonction e la température ou ce la @ncentration e
GdnHCI.

2.2.3Calorimétrie

2.2.3.1 Appareillage

Nous avons utilisé un microcdorimétre différentiel, DSC Microcd Corp, avec des
cuves de 1.22ml. Afin dasarer I'indépendance des mesures de la vitese de dhauffe, cette
derniére a ééfixée a1 mn™. Lavitese de chauffage a éé chaisie en fonction dufait qu ele
a une importance fondamentale sur I'intensité du signa et pou s affranchir des phénomenes
d’ agrégation et des effets liés a la dnétique de dépliement. Elle permet de minimiser les
gradients thermiques au sein de I’échantillon et de la référence, et de travailler dans des
condtions tres voisines de I'équilibre thermodynamique ca les protéines globuaire se
dénaturent complétement en moins de 10 s (Privalov, 198§. Nous avons vérifié que la
cinétique de dépliement de la NCS était indépendante de la vitess de chauffe en enregistrant

des thermogrammes 20.5mn™ et 1 mn™.

Bien gwe la solution ce protéine d le tampon servant de référence aent été
prédablement dégazés, ure presson ce 2 bar est appliquée sur les édhantill ons pour éviter

tout dégazage ultérieur acadentel | ors des mesures apres équili brage du microcdorimétre.

Les thermogrammes ont été anregistrés entre 15°C et 90°C. L’intervale en température
a éé dois en fonction du temps de réporse de I'appareil et pour mesurer la chaleur
spédfique de laforme dénaturée

2.2.3.2 Conditions expérimentales

Les expériences de cdorimétrie ont été faites en tampon phaphate 60 mM sur divers

échantill ons de NCS native ou dénaturée dla mncentration de 1 mg cm™. Laprotéine native a
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été solubili séedans H,O apH 5,0, 5,5,6,5¢et 7,0 et dans D,O apH 7,0. La proténe dénaturée
chimiquement a éé dudiéedans H,O a des concentrationsde 1, 2et 3 M de GAnHCI et dans
D,O a 2, 3et 5 M. Certaines mesures ont effeduées a des concentrations de protéine
comprises entre 0,5 et 5 mg cm™ afin de vérifier que les résultats obtenus ont indépendants
de la mncentration. Enfin le taux de réversibilit € du procesaus de dépliement a éé wntrélé en
effeduant plusieurs balayages, sur le méme édantillon péparé a des valeurs de pH

diff érentes.

2.2.3.3 Traitement des donn ées expérimentales

Un thermogramme du tampon uilisé a éé eregistré @ soustrait de céui de la solution
de protéine. La plupart des résultats présentés ici ont été obtenus aprés ustradion dune
ligne de base aibique déaivant a la fois le comportement en température de la daleur
spédfique de I’ état natif et cdui de I’ état dénaturé. Le thermogramme résultant ne représente
dorc plus que I’ exceés de cgadté cdorifique, <ACp(T)>, corresponcant ala chaleur latente de

transition.
Les courbes ont été analysés, en fonction de latempérature par larelation :

Kp(T) <AH, ><AH >
[1+Kp(T)]?RT?

< ACH(T) >=

2.2)

ou Kp, <AH> et <AH,> sont définis par les expressons (1.1), (1.11) et (1.14), respedivement.

2.2.4 Diffusion desrayons X aux petits angles

2.4.1 Appareillage

Les expériences de diffusion des rayons X aux petits angles ont été dfeduées aur la
ligne de lumiere D24 e 1" anneau de stockage DCI de LURE (Laboratoire pou |I' Utili sation de
Rayonrement Eledromagnétique, Orsay), en utili sant le rayonnement synchrotron.

Le schéma du spedromeétre D24 est représenté sur laFig. 2.2
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Fig 2. 2 Le schéma duspedrometre D24

La longueur donde A est séledionrée grace aun monochromateur constitué d’'un
cristal de Germanium (111) et gjustée 41.488 A (énergie mrrespondante : 8.3 keV) en se
placant sur le seuil d'absorption duNickel. Lafocdisation dufaisceau est assurée & courbant
le monachromateur. Plusieurs jeux de fentes permettent de limiter les dimensions du faisceau
(environ 0.5 mn? au niveau de I'échantill on), et de supprimer les diffusions parasites. La
colledion ce l'intensité diffusée se fait a I'aide dun détedeur linédre agaz rempli d'un
mélange de 90% de Xénon et 10% de CO,. Dans nos expériences, le détedeur était placé a

1.32m de I'échantill on, ce qui a permis d'explorer le domaine en Q : 0.015A7<Q<0.27A™.

La cdlule de mesure est un capill aire en quartz de 1.5 mm de diamétre. Le capill aire
est placé dans un environrement sous vide, afin de diminuer |’absorption par I'air. La
température al’intérieur de la cdlule est réguléepar un bain thermostaté. Un powsse-seringue
automatique a €éé mis en placepou changer continlment la solution de protéine exposée al
faisceal. Ced permet d'éviter la formation ce radicaux libres et les phénoménes d'agrégation
qui en résultent. Le déplacement de I'échantill on dans la célule de mesure a é¢ gusté detelle
maniére que les protéines dient exposées au faisceal de rayons X moins de 2 minutes. |l a éé

vérifié ai prédable que les premiers événements dus a l'irradiation apparaissent dans une
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solution de NCS aprés 600 semondes d'exposition a température ambiante, et aprés 400
semndesa 75 °C.

2.4.2 Conditions expérimentales

Les expériences de diffusion des rayons X aux petits angles ont été rédisées en fonction
de latempérature en uili sant untamponabase d' eau |égére. La oncentration e la NCS était
de 5 mg cm™ et la température mmprise eitre 20°C et 80°C. Avant de mmmencer les
mesures de diffusion, nows avons attendu 10mn, aprés chaque changement de température,
pou que la solution ce protéine dteigne son équili bre thermique. Le spedre de diffusion des
tampors nN'a pas éé mesuré a toutes les températures. Les Pedres aux températures
manquantes ont été interpolés a partir des mesures eff edivement rédisées. La solution mére
de NCS a é¢é dégazée aant I’ expérience din d éviter laformation de bull es aux températures
les plus hautes.

Au cours des premieres expériences des rayons X aux petits angles, nows avons
déterminé la mncentration e tampon qu possede une force ionique permettant de réduire
suffisamment les interadions répulsives entre les moléaules de NCS native. Ced est
indispensable pour ohtenir une intensité diffusée qui ne soit pas affedée par les interadions
intermoléaulaires. Par contre, trop réduire les interadions éedrostatiques peut entrainer
I"agrégation des moléaules. Cette dude a éé faite avec du tampon phaphate mwncentré a10
mM, 20mM, 50mM, 60mM et 2100mM. A 10 mM et 20 mM les interadions répulsives ont
trés fortes. Par contre dles disparaisent a partir de 50 mM. Nous avons dorc déddé de

soluhili ser la protéine dans du tampon phaphate 460 mM, pH7.

La transmisson ce chaque solution a &€ mesurée @ placait entre I’ échantill on et le
détedeur un barreau de noir de cabore, qu ala particularité de présenter une forte diffusion
presque isotrope. L’intégrale de I'intensité diffusée par le noir de cabore dans un danaine

angulaire donrg est diredement propationrelle al’ intensité transmise par I’ échantill on

2.4.3 Traitement des donn ées expérimentales

Toutes les courbes de diffusion ort été normalisées par la réporse du détedeur et par

la transmisson. A chagque température, le spedre du tampon est soustrait de ceui de la
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solution ce protéine. Ced permet de saffranchir du kruit de fond povenant d'une part des
diffusions parasites dues a la celule de mesure, aux fentes et fenétres, etc., et d'autre part des

fluctuations de densité du tampon.

Un commentaire simpaose sur cette soustradion du buit de fond. La détermination de
I'intensité diffuséel(Q) est importante dans le domaine des petits Q, ouelle permet I'obtention
du région ck giration Ry, mais auss dans larégion des grands Q, ou elle permet d'obtenir des
informations aur la nature de (ou des) états dénaturés. La valeur de [(Q) dans cette région
étant tres faible, il est absolument indispensable que la crredion du buit de fond soit
parfaite. Afin de vérifier que nous avons effedué mrredement cette wrredion, nos avons
utilisé la loi de Porod (1951) qui dit que pou, un obet de surfacebien définie, l'intensité
diffusée1(Q) se mmporte en 1/Q* dans la région des grands Q. Cette loi Sapplique pour une
protéine globuaire (ou dus exadement compade) dans le domaine en Q : 1/ Ry<<1/Q<<l/a,
a ondtion qie les fluctuations de densité dedronique al'intérieur de la protéine ne soient
pas trop importantes. a est une distance caiadéristique de la structure interne de la protéine.
On peut prendre a de I'ordre de grandeur de lataill e dun résidu, c'est-a-dire de I'ordre de 4 A.
Nous avons d'abord Vérifié que la NCS est une protéine qui suit laloi de Porod, en cdculant a
l'aide du programme CRYSOL (Svergun et a., 1995 l'intensité diffusée théorique 1(Q) a
partir des coordonrées cristallographiques donrées dans la PDB (référence 1INOA). |l
apparait que 1:(Q) suit une loi en /Q”* dans le domaine en Q : 0.18 A*<Q<0.25A™. Nous
avons ensuite vérifié que, dans le domaine en température ou la protéine reste compade (22
°C <T < 62 C), l'intensité diffusée mesurée 1(Q), okltenue gres corredion du luit de fond,
suit bien dans cette région en Q, le mwmportement en Q% Nous en déduisons que notre
corredion dubruit de fondest parfaitement correde pou ces températures, et nous admettons
quil en est de méme pour les températures plus élevées.

Les gedresains traités peuvent alors ervir al’ analyse des donrées.
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Fig 2. 3 Représentation e Porod des edres de diffusion dela NCS a dffférentes températures.

Dansunsouci de darté, les courbes ont été lis€es afin de s affranchir du bruit expérimental. La

procé&dure de lissage mnsiste, pou chaque valeur de Q, afaire une moyenne desintensités sur 10

points expérimentaux. | a été soigneusement vérifié que celissage a pou unique mnséguencede
supprimer le bruit.

2.5 Diffusion de neutrons aux petits angles

2.5.1 Appareillage

Les expériences de diffusion des neutrons aux petits angles (DNPA) ont été rédisées
au Laboratoire Léon Brillouin a I’aide du spedrometre PACE (Fig.2.2). L’intensité des
neutrons diffusés est enregistrée par 30 détedeurs annudaires concentriques entourant un
détedeur central servant ales centrer par rappat au faisceau incident et a mesurer I'intensité
dufaisceau transmis par I’ échantill on. Deux configurations de I appareil correspondant a deux
resolutions différentes (R=217Qmax), Ort été employées pour déterminer la structure de la
protéine native @ dénaturée Pour la premiere configuration, la longueur d’onde, A, des
neutrons incidents valait 8 A, les diamétres des diaphragmes définissant la divergence du
faisceau incident étaient @1 = 7 mm et ®, = 10 mm €t la distance entre I’ écdhantill on et le
détedeur, D, était de 2.4 m. Dans ces condtions, les valeurs du transfert de vedeur d onck,
Q, sont comprises entre 9,5 10° et 0,1 A™. Pour laseconde @rfiguration, A = 4A, ®; = 7mm,
®,=16mmet D = 1,3m. Les vaeurs de Q sont alors comprisesentre 4 10% et 0,4A™.
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Larésolution AN/A est de |’ ordre du 10%.
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Fig 2. 4 schéma du spedrométre de diffusion PACE. Le faisceau incident est focalisé par deux diaphragmes
espacé de 2.5 m, et de diametres @, et @,. A la sortie du colli mateur, le faisceau est diffusé par I’édchartill on,
puis traverse un tube a vide, avant d'arriver au ddtedeur. Ce détedeur est relié a un adinateur qui
comptabili se le nombre de neutrons détedés pou chaque ange de diffusion correspondart & chaque anneau.

Dans chague nfiguration ce I'apparell, nows avons mesuré successvement les
spedres de diffusion ce la solution ce protéine @ du tampon correspondant, de I’eau |égere
contenue dans une auve de Imm de trget optique, et de la auve vide. Aux plus petites valeurs
de Q, laduréedes mesures est d’ environ 6 reures pou les échantill ons et leurs tampors. Pour
I’eau légere @ la aive vide, 3 heures suffisent amplement. Le bruit de fond ambiant, B’ amp, @
été déterminé en mettant un fort absorbant, constitué de calmium et de cabure de bore, ala
place de I'édchantillon. L’intensité du faisceal transmis par chaque édantillon, I, a éé
déterminée aant et aprés la mesure de son spedre de diffusion. Afin de ne pas sturer le
détedeur central, le faisceau incident était atténué par des plaques de Plexiglas placés avant
le awllimateur. Chague comptage aduré environ cing minutes. Par rappat ala aive vide, la

transmisson dun échantillonest :

Tech = leen/lcv (2.3)
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2.5.2 Conditions expérimentales

Toutes les lutions de protéine d les tampons correspondants ont contenues dans des
cuves en quartz de 5 mm de trgjet optique. La température al’intérieur de la cdlule et
réguléepar un bain thermostaté.

La préparation des échantillons en milieu deutéré a & anplement déaite dans le
paragraphe 2.1. L’étude de la variation ce la talle de la protéine en fonction ce la
concentration de GAnHCI a éé rédisée aec des lutions de protéines concentrées a 5 mg
cm . La détermination dusecond coefficient du viriel, A,, a &é faite ades concentrations
comprises entre 5 et 20 mg cm™>. Enfin le fadeur de structure de la NCS dépliée par le
GdnHCI a &é mesuré ades concentrations de 5 et 20 mg cm™>. Toutes ces mesures ont été
rédisées a 15°C, avec les concentrations de dénaturant comprises entre O et 5 M. Le fadeur
de structure de la NCS dépliée par la chaleur n’a seulement été déterminé qu'a 78°C, a des

concentrations de 5 et 20 mg cm™>,

2.5.3 Traitement des donn ées expérimentales
Expresson cel'intensité diffusée

L’intensité brute diffusée par un échantill on quelcongle, composé de sa aive € de son

contenu, peut s éaire:

I 'Cont+CV (/\ ! Q) = I 0 (j“ ) SAQ CQ‘ )TCont+CV (j“ ) x

x [eCV x I CVG’ ’Q)+ eCont I Cont@' 7Q) + B'(Q)] + B'Amb

(2.4)

ou Sest la sedion dufaisceau incident d'intensité lo. AQ est I'angle solide de wlledion du

détedeur et C(A) son rendement pour des neutrons de longueur d’ onde A. ecy est I’ épaisseur
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des parois de la auve € ecoy; SONtrajet optique interne, ¢ est-a-dire |’ épaisseur de son contenu.
lev(A,Q) et lcont(A,Q) sont les edions efficaces de diffusion, par unité de volume d d'angle
solide, de la auve vide @ de son contenu. B'(Q) est un kruit de fond povenant des ‘alles’ du
faisceas dred dues a une mllimation imparfaite @ a la diffusion par I’air au vasinage de
I”échantill on. B’ anp €t le bruit de fond ambiant. De la méme maniere, I’ intensité diff usée par

la awvevide et :

I'ey @4,Q) =1,(1) SAQ CQ )ch(}“)[ecv I(:VQL 'Q)+ BI(Q)]+ B amb

(2.5)

Il en résulte que la quantité

I IcOm+(:v @,Q) - B'Amb _ I 'cv ,Q)- BIAmb
TCont+CV (’1 ) TCV @ )

I'cone @,Q) =

(2.6)
=1,(1) SAQ C{. )econ | cont @1 Q)

est indépendante des bruits de fond et représente la seule diffusion ducontenu ce la aive,

corrigéepar latransmisson.

Les gedres de I'eau et de la auve vide permettent de crriger les edres des
édhantill ons des variations de la réporse des divers détedeurs. En eff et, aux petites valeurs de

Q, I'intensité diffuséepar I’ eau |égére

n,orcv @, Q) = Blamp ey ,Q) =By
TH20+CV (/1 ) Tc\/ (/1 )

"
I'h0 @,Q) =

(2.7)
=1,()SAQ CQ )eHZO I HZOQL ’Q)

est principalement d’ origine incohérente & dornc indépendante de Q. En général |’ épaisseur de
ce édhantill on deau légére est fixé a1l mm afin d avoir une transmisson ce |’ ordre de 0,5.
La sedion efficacede I’eau 1égere ly20(A,Q) est mesurable, comme nous le verrons dans la

suite. Dans ces condtions, les équations (2.6) et (2.7) condusent a la détermination ce la
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grandeur qui nouws intérese leone (A, Q), a partir des mesurer de I’ goni+cv (A,Q), I'(A,Q) et

I v20(A, Q)
Traitement des spectres bruts

Les donrées expérimentales nt traitées slon la procédure habituell e, suggéréepar les
considérations précdlentes et déaite par J.-P. Cotton [199]], en uilisant le programme
PASIDUR éaqit par D. Lairez du Laboratoire Léon Brill ouin. Pour chagque valeur de Q ce

programme cdcule la quantité suivante :

I"s01 (4, Q) = I'ramp (4,Q) 1 dUHZO(i)|
Mio(Q  Vood |

qui représente la sedion efficacede diffusion par unité de volume € d’angle solide, de la

I prot(4,Q) = (2.9)

protéine seule;

I’ s01(A,Q) €t I’ ramp(A,Q) sont donrés par |I'expresson (2.6) pour la solution ce protéine & son

tampon, respedivement. V'ldaHzo(/l)/dQM = lu2o(A,Q) est la sedion efficace de
es

diffusion ce I'unité de volume de I’échantillon deau légere mesuré avec des neutrons de

longueur d’once A.
Calibration absolue

Pour obtenir la valeur absolue de la sedion efficace de diffusion incohérente de
I’échantillon deau légére, la détedeur est déplacé de fagon a pouvar mesurer le faiscea
dired avecles mémes détedeurs que ceix employés lors des mesures des intensités diff usées.
Pour éviter la saturation de ceaux-ci, le faisceal dred est prédablement atténué. Le fadeur
d atténuation est obtenu en faisant le rappart de I’ intensité diff uséepar un matériau fortement
diffusant, comme le graphite ou le Téflon, en absence @ en présencede I’ atténuateur. de cete
maniére nows avons pu estimer la sedion efficacede diffusion de I’ échantill on d eau |égere de
1 mm d'épaiseur 41.00cm™* aAr=5A et al1l.16cm™ aA = 8. Remarquors que la valeur
cdculée apartir des longueurs de diffusion atomiques n’est que de 0,43cm™. La différence

est due ala diffusion multiple & aux eff ets inélastiques [ Calmettes, cours d’ Albé].
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Bruit de fondincohérent.

Pour obtenir le spedre de diffusion cohérente d’un édchantill on il est souvent nécessaire
de orriger le résultat donré par I'expresson (2.8) de la diffusion incohérente. Lorsgu une
protéine et mise en solution dans un tampon ceutérié, un certain nanbre Ny des atomes
d hydrogéne qu' elle mntient ne s échangent pas contre les atomes de deutérium du milieu et
donrent une @ntribution incohérente. Le bruit incohérent par unité de volume peut se mettre

approximativement sous laforme:

O.H

BI =ﬁxNH xmolix N,

ol Ny est le nombre des hydrogénes non échangés, qu est égal a577,et moli est le nombre de
moles par unité de volume, Na le nombre d’Avogadro. A la concentration dce 5 mg/ml la

valeur ainsi cadculée du bruit incohérent est égale a1.23x 10° cm™.

Mais pratiquement, méme s de grandes précaitions ont é&é prises lors de la
préparation des échantill ons en milieu deutérié, ils restent sujets a de |égeres contaminations
acddentelles. Ced a pou conséquence que le bruit incohérent réd est en général supérieur au
bruit théorique. Comme nous |’avons dgja vu pou les rayons X, nows avons utilisé laloi de
Porod afin d effeduer une wrredion correde du kruit de fond. Systématiquement nous avons
remarqué, sur la protéine native, qu une soustradion du luit de fond éga a deux fois et
demie la valeur théorique est nécessaire pou que la loi de Porod soit satisfaite. La solution
mere de protéine dant la méme pou tous les édchantill ons, et ceux-ci éant toujours préparés
dans les mémes condtions, nows admettons que la méme wrredion est valable pou les

diff érentes concentrations en dénaturant.
2.6Diffusion quasi-élastique delalumiére

Les expériences de diffusion quesi-élastique de lumiere ont été rédisées afin de
mesurer le wefficient de diffusion de trandation et le rayon hydrodynamique de la protéine
en fonction dupH. Les expériences de diffusion ce la lumiére ont été rédi sées au Laboratoire

Léon Brill ouin. La source de lumiere est un laser Coherent Radiation a Type du gaz. Un
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rayonrement de 647 mm de longueur d'onde a éé utilisé ca il est peu absorbé par les
protéines. Les mesures ont été dfeduées a plusieurs angles compris entre 30° et 90° et
répétées plusieurs fois pour obtenir une bonre prédsion statistique.

Les mesures ont été rédi sées alatempérature anbiante dans une plage de pH de valeurs
comprises entre 5 et 7, avecun incrément de 0.5. La protéine native mncentrée a1 mgcm™> a
€té prédablement centrifugée pendant une heure a45000g afin d éliminer les pousseres et
les micdles de tensioadifs probablement dues au baudin de dialyse utilisé lors des
changements de pH de la solution.

Pour obtenir le wefficient de diffusion ce la protéine, une somme de deux fonctions
exporentielles du temps t, ot éé utilisées pou déaire les edres de diffusion ques
élastique

2
Q1) =5 AexpD;Q™)
=1

(2.9)

ou A et D; sont, respedivement, les amplitudes et les coefficients de diffusion des deux
especes diff érentes présentes dans la solution : les moléaules de NCS et les micdles. Comme
les coefficients de diffusion de ces deux especes diff érent d’ environ trois ordres de grandeur,

leurs valeurs ont pu étre obtenues sans ambiguité.
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